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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、脳梗塞患者を対象とし再生アソシエイト細胞(RACs)静注治療を実現
することである。3年間で以下の結果を得た：①マウス中大脳動脈永久閉塞モデルにおけるRACs静注の梗塞巣縮
小・血管再生・抗炎症効果が確認でき、②RACs移植は、脳梗塞患者の血管内皮前駆細胞の分化増幅、血管再生、
抗炎症効果をもつ細胞群として“極めて良好な血管再生環境”を生み出すことが確認された。③これらの結果を
受けて第1相臨床研究の実施を試みたが、現実的なハードルが高くその実現には至らなかった。一方、並行して
進めていたMoyamoya病患者の病態解明において、IL-10産生低下がEPC分化を妨げていることを示した。

研究成果の概要（英文）：We have developed a novel cell population, called regeneration-associated 
cells (RACs). First, RACs were intravenously injected into syngeneic male mice at 1 day after middle
 cerebral artery occlusion. Infarct volume at day 7 was significantly reduced by transplantation of 
RACs. Angiogenesis and anti-inflammatory mediators were increased at day 7. Next, we investigated 
the characteristics of RACs cultured from peripheral blood mononuclear cells (PBMNC) in patients 
with ischemic stroke, and found good conditions of activated anti-inflammatory and angiogenic 
monocytes/macrophages after RACs-culture. However, we could not try the phase 1 clinical study 
because of the difficulty in keeping the culture stabilization and cell quality. In our parallel 
study, we found the expected mechanism of pathogenesis in Moyamoya disease originated from the 
insufficient production of IL-10 secreting cells from PBMNC.

研究分野： 神経内科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
脳卒中は日本人の死因の第4位、要介護を必要とする患者の24%、心筋梗塞の3～10倍の発症率を来す重大な国民
病である。我々が開発した再生アソシエイト細胞は、神経細胞保護と血管再生・神経細胞再生の両輪の治療効果
が期待出来る新規治療と位置づけられる。RACs移植は、1）培養開始後1週間で移植可能となること、2）採血量
が少ないこと、3）自己細胞なので免疫拒絶反応の危険が少ないこと、4）培養に際し特別な機器や施設を必要と
しないなど多くの臨床応用上の利点を有する。本治療法の有用性が確立されれば、従来の脳梗塞急性期の血栓溶
解・血行再建治療に併用して加療を行うことができ、この医学的意義は極めて高い。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

(1) 日本の脳卒中治療の現況 

脳卒中は日本人の死因の第 4 位、寝たきりになる疾患の第 1 位、心筋梗塞の 3〜10 倍の発症

率を来す重大な国民病である。脳梗塞の急性期治療として発症 4.5 時間以内は血栓溶解療法、8

時間以内は血管内治療が適応となるが、実際の臨床現場では脳梗塞全体の 10％以下しか加療さ

れていない。すなわち、90％以上の脳梗塞患者さんは、再発予防を目的とした抗血栓薬投与やリ

ハビリテーションに頼らざる終えない。また rt-PA 静注療法を施行できても、3ヶ月後の完全自

立者（modified Rankin Scale：mRS で 0 または 1）は 40％以下に留まっている(Stroke,2010)。

こうした現状を打開すべく、新規の神経保護や血管再生を標的とした根本的な治療法の確立に

大きな期待が寄せられている。 

 

(2) 新たな脳梗塞治療標的 

新たな脳梗塞の治療標的とし

て、我々は神経細胞の保護・再生

とともに栄養血管新生による血

行改善が最も重要であると考え

る 。 血 管 内 皮 前 駆 細 胞

(Endothelial Progenitor Cell: 

EPC)は、本研究分担者である浅原

らがヒト末梢血中にその存在を

世 界 で 初 め て 発 見 し た が

(Science,1997:図 1 に示した第 1世代)、その後 G-CSF で EPC の分化を促進し回収率を効率化し

たり(第 2 世代)、量・質の優れた分化能の高い EPC を増化させる培養法(第 3 世代)などの改善

を重ねてきた。最終的に第 4 世代として、本研究分担者である増田らは、血管再生能に富み良質

な EPC とともに抗炎症型マクロファージや制御性 T 細胞の増加による抗炎症効果・免疫寛容効

果を併せ持つ再生アソシエイト細胞移植培養法(Quality and quantity culture for EPC: QQ 培

養)を開発した(J Am Heart Assoc, 2014)。我々は 2014 年-2016 年の科学研究費基盤 Cの研究助

成を受け、再生アソシエイト細胞の動注治療が、マウス永久中大脳動脈閉塞モデルでの梗塞巣の

縮小効果・血管再生・抗炎症・脳保護作用を示すことを報告した(Takizawa et al, Neurol Med 

Chir, 2016)。 

 EPC を用いた脳梗塞治療の研究は国内外で行われているが、“良好な血管再生環境”を形成する

再生アソシエイト細胞を脳梗塞治療に応用しているのは、国内外で我々だけの独自の研究であ

る。特に、この細胞移植は、①培養開始後 1週間で移植可能となること、②採血量が少ないこと、

③自己細胞なので免疫拒絶反応の危険が少ないこと、④培養に際し特別な機器や施設を必要と

しないことなど多くの臨床応用上の利点を有する。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、急性期脳梗塞患者を対象として自家血を体外で培養し血管再生・抗炎症・免疫

寛容作用を獲得した「再生アソシエイト細胞(Regeneration-associated cells: RACs)」静注治

療の臨床応用を実現することである。この目的達成に向けて、①マウス中大脳動脈永久閉塞モデ

ルを用い、同種血再生アソシエイト細胞を尾静脈からの投与による脳梗塞巣縮小効果・血管再

生・抗炎症効果を評価する。さらに②脳梗塞患者および健常人から静脈採血して、QQ 培養
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(quality and quantity culture for EPC)前後での再生アソシエイト細胞動態解析を行う。上

記の結果をもとに、③自家血再生アソシエイト細胞移植の臨床応用の実現性を検証し、第 1相臨

床研究を開始する。 

 
３．研究の方法 

（1）マウス中大脳動脈永久閉塞モデルにおける梗塞巣縮小・血管再生・抗炎症効果 

梗塞作成 5 日前に同種 C57BL/6 マウス

から静脈血を採取し、末梢血単核球

(PB-MNC)の分離とともに、5 因子(Stem 

Cell Factor, Flt-3 ligand, 

Thrombopoietin, VEGF, IL-6)を加えて

5 日間ＱＱ培養を行う(Masuda et al, 

J Am Heart Assoc, 2014)。吸入麻酔下

で電気凝固による中大脳動脈起始部永

久閉塞モデルを作製し、脳梗塞マウス

60 匹を 3 群（コントロール群、末梢血

単核球(PB-MNC)投与群、QQ-MNC 投与群）に分ける。虚血 1日後、3日後、5日後に同種アソシエ

イト細胞を尾静脈から移植する。脳虚血 7日後に神経症候(Bederson score、Rotor Rod 試験)を

評価し、Carbon black with latex を心注し、脳表血管を撮影後、sacrifice する。マウス脳を

1 mm 間隔で切片にし、4% PFA で固定し、hematoxylin and eosin 染色、ないしは凍結後 Western 

blot を行う。 既報告 (Neurol Med Chir, 2016) に準じて、Rate of infarct volume, 

Immunohistochemical Staining (IL-10, Iba-1, CD31, VEGF, iNOS, eNOS), Western Blotting 

(IL-10, Iba-1, CD31, VEGF, iNOS, eNOS), Arteriogenesis を評価する。 

 

（2）脳梗塞患者静脈血ＱＱ培養での再生アソシエイト細胞の動態解析 

脳梗塞患者 50人および健常人 30人か

ら静脈採血して、QQ培養前後での再生

アソシエイト細胞動態解析を行う(臨

審委第 12R-068 号承認済)。すなわち

脳梗塞患者から採取した単核球を培

養し、健常コントロールと比較して、

EPC 細胞の生育状況、含有している細

胞種の差異を検討する。 

 脳梗塞患者は発症 3日、7日、14日後

に静脈採血し、FACS による細胞表面マ

ーカー(CD34, VEGF, CD133, CD14, 

CD3, CD206, CCR2)のプロファイリング、colony 数を測定し、age-matched 健常者 20 人と比較検

討する。また、細胞培養の培養上清を用いてサイトカインアレイ（Ray Bio 社キット）解析を行

い、ＱＱ培養前後でサイトカイン(MCP1, IL-8, IL-10, TIMP1, RANTES)、酸化ストレス/内皮マ

ーカー（hCRP、T. chol、TG、HDL、LDL、PAI-I、HbA1c、VEGF、Endostatin）の変動を解析する。

また脳梗塞の病型、基礎疾患、MRA や頸動脈エコーなどによる頸動脈や頭蓋内動脈狭窄、脳梗塞

病型および重症度と、再生アソシエイト細胞の動態との関連について検討する。 

MNC

QQ-culture
37 incubator Stemline 5G

7

QQ colony assay
Incubator 16-20
QQ colony

QQ cytokine assay
Cytokine kit
QQ cytokine

QQ Facs

QQ Facs

QQ colony assay
Incubator 16-20
QQ colony

QQ cytokine assay
Cytokine kit
QQ cytokine

QQ Facs

QQ Facs

( )

X5
1X10 4/50uL 2X10 5/mL

MNC

QQ-culture
37 incubator Stemline 5G

5

QQ colony assay
37 incubator 10
QQ colony

PB-MNC

QQ-MNC

QQ colony assay
37 incubator 10
QQ colony



 

（3）「再生アソシエイト細胞(RACs)静注治療」の臨床応用 

脳梗塞発症 7日以内に採血した静脈血を 7日間培養し、発症 14 日目に RACs を自家血移植する。

移植後/90 日後の臨床症状、MRI、SPECT、一般採血、mRS への影響を評価する。上記の臨床研究

実施に向けて東海大学あるいは StemMed 社提携の細胞培養センター(CPC)を利用して RACs を製

造する。 

 
４．研究成果 

（1）マウス中大脳動脈永久閉塞モデルにおける RACs 静注の梗塞巣縮小・血管再生・抗炎症効果 

5 日間培養した再生アソシエイト細胞

(RACs)を、マウス中大脳動脈閉塞作成 24時

間後に静注し、移植 7 日後に神経症候の評

価後に sacrifice し、血管再生因子の免疫

組織染色、Western blot 解析、Matrigel を

用いた血管新生能の評価を行った。マウス

は 3 群に分け、PBS 投与群(n=12)、単核球

細胞(MNC)投与群(n=13)、RAC 投与群(n=12)

とした。その結果、1）神経徴候は 3群間で

有意な差を認めなかった。2）PBS 投与群と比較し、RAC 投与群では有意な梗塞巣の縮小効果を認

めた。3）免疫組織染色では、PBS 投与群と比較し RAC 投与群では、有意な VEGF 陽性細胞の増加、

IL-10 陽性細胞の増加を認めた。しかし、Iba-1, CD31, iNOS, eNOS 染色では有意な変化を認め

なかった。4) Western blot においては、PBS 投与群と比較し RAC 投与群で有意な VEGF および

IL-10 蛋白発現を確認した。一方、Iba-1, CD31, iNOS, eNOS では有意差を認めなかった。5）

Matrigel tube formation assay では、MNC 群と比較して RAC 投与群で血管リング数の有意な増

加を認めた。 

 

(2)脳梗塞患者静脈血ＱＱ培養での再生アソシエイト細胞の動態解析 

この良質な血管内皮前駆細胞を増やすQQ培養法では、健常者同様に脳梗塞患者（Day 3,Day 10）

ともに Large Cell Colony を増加させた。健常人と同様にヒト脳梗塞患者 Day 3 および Day 10

の静脈血において CD34 陽性細胞・CD133・CD206 陽性細胞を有意に増加させ、IL-10 を増加させ

た。またサイトカインアレイを用いた検討では、QQ培養法により脳梗塞患者（Day 3,Day 10）

ともに TIMP1, CRP が有意に増加し、RANTES は増加傾向を認めた。 

 

(3)「再生アソシエイト細胞(RACs)静注治療」の臨床応用 

脳梗塞患者への RACs 静注治療の臨床応用の実現性を検証すべく第 1 相臨床研究を準備した。

しかしながら、①前臨床試験の動物実験およびその解析に時間を要したこと、②臨床研究申請の

ための細胞培養手順書の作製中であるが、培養の安定化、細胞品質基準の策定などに時間を要し

たこと、③東海大学の CPC 利用を検討しているが、他の CPC 利用予定との事前調整に時間を要し

たこと、などの理由より 2019 年度は第 1相臨床研究の実現には至らなかった。 

 

(4) Moyamoya 病患者の血管内皮前駆細胞(EPC)測定と RACs による血管新生治療研究 

2019 年度に第 1相臨床研究は実現には至らなかったが、一方で並行して進めていた「Moyamoya

病患者の EPC 測定と RACs による血管新生治療研究」において以下の成果を得た。我々は QQ 培

0

10

20

30

40

50

PBS QQ 100000

梗
塞

巣
体

積
(m

m3
)



養法を用いて、Moyamoya 病患者 23人および age-matched 健常者 23人における末梢血 EPC 分化

過程のプロファイリングを解析した。その結果、①Moyamoya 病患者では健常人と比べ成熟 EPC

コロニーが減少していた、②Moyamoya 病患者では健常人と比べ、培養細胞分泌の IL-10 レベル

が減少していた、③Moyamoya 病患者の末梢血単核球細胞群にヒト recombinant IL-10 を負荷す

ると EPC コロニー分化が改善した。以上より Moyamoya 病の病態には、IL-10 産生低下が EPC 分

化を妨げていることが関連していると推察された。この結果は Sci Rep. Nov 14;9(1):16752, 

2019.に論文として報告した。 

 

以上 3年間の研究を総括すると、①マウス中大脳動脈永久閉塞モデルにおける RACs 静注の梗

塞巣縮小・血管再生・抗炎症効果が確認でき、②RACs 移植は、脳梗塞患者の血管内皮前駆細胞

の分化増幅を促進し、血管再生効果、抗炎症効果をもつ培養細胞群として、“極めて良好な血管

再生環境”を生み出すことが確認された。③これらの結果を受けて、第 1相臨床研究の実施を試

みたが、現実的なハードルが高く 2019 年度にはその実現には至らなかった。一方、並行して進

めていた Moyamoya 病患者の病態解明において、IL-10 産生低下が EPC 分化を妨げていることを

示すことが出来た。 
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